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Aufgabe der vorliegenden Erfindung war ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung 
von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten zur VerfUgung zu stellen, mit welchem 
das gewunschte Produkt in guter optischer Reinheit und mit guter Ausbeute isoliert werden 
kann. 
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Diese Aufgabe wird mit dem Verfahren nach Anspruch 1 gelost. 

Erfindungsgemass wird das Verfahren derart durchgefuhrt, dass man ein Trifluoracetessig- 
saurederivat der allgemeinen Formel 




II 



worin 

R 1 = -OR 4 , worin R 4 Wasserstoff, C,., 0 -Alkyl, gesattigt oder ungesattigt, C 3 . 8 Cycloalkyl, 

15 Aryl, Alkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl bedeutet, 

-NR 5 R 6 , worin R 5 und R 6 Wasserstoff, C,. 10 -Alkyl, Aryl oder C 3 . 8 -CycIoalkyl bedeutet,oder 
-SR 7 , worin R 7 Wasserstoff, C M0 -Alkyl, Aryl oder C 3 . 8 -Cycloalkyl bedeutet, und 
R 8 und R 9 zusammen =0 ist, mittels Mikroorganismen, die befahigt sind eine 
Carbonylfunktion zu reduzieren oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt dieser 

20 Mikroorganismen, in die Verbindung der allgemeinen Formel 




worin R 1 die genannte Bedeutung hat, R 2 Wasserstoff und R 3 -OH ist, iiberfiihrt. 

25 

C,. 10 -Alkyl kann gesattigt oder ungesattigt sein. Als gesattigtes C,.i 0 -Alkyl kainn im folgenden 
eine verzweigte oder unverzweigte primar, sekundar oder tertiar aliphatische Gruppe wie 



• • • 



10 



einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform sind diese Mikroorganismen zusatzlich noch 
mit einem Gen, codierend fur eine Glucosedehydrogenase, transformiert. Die Gene, codierend 
fur eine Aldehydreduktase und/oder Glucosedehydrogenase, werden zweckmassig integriert in 
Plasmiden transformiert. Demzufolge kann die Biotransformation mittels Mikroorganismen 
durchgefuhrt werden, die: 

• mit mindestens einem Plasmid, enthaltend ein Aldehydreduktase- und ein 
Glucosedehydrogenase-Gen, oder 

• mit mindestens zwei Plasmiden, enthaltend jeweils ein Glucosedehydrogenase- oder ein 
Aldehydreduktase-Gen 

• mit mindestens einem Plasmid, enthaltend ein Aldehydreduktase-Gen 
transformiert sind. 



Vorzugsweise wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies E. coli 
JM109 oder E. coli DH5, transformiert mit mindestens zwei Plasmiden enthaltend jeweils ein 

1 5 Aldehydreduktase- oder ein Glucosedehydrogenase-Gen, oder mittels Mikroorganismen der 
Spezies E. coli HB101 oder E. coli DH5, transformiert mit mindestens einem Plasmid, 
welches beide Gene, das Aldehydreduktase- und das Glucosedehydrogenase-Gen enthalt, 
durchgefuhrt. Insbesondere wird die Biotransformation mit E. coli JM109, enthaltend ein 
Aldehydreduktase- und ein Glucosedehydrogenase-Gen, durchgefuhrt. Selbstverstandlich 

20 kann die Biotransformation auch mit mindestens zwei Mikroorganismen, die jeweils nur eines 
der genannten Gene enthalten, durchgefuhrt werden. 

Wird als Mikroorganismus E. coli JM109 oder E. coli HB101 verwendet, wird, wie 
fachmannisch bekannt, die Expression der Gene durch IPTG (Isopropylthiogalactosid) 
induziert. Bei der Verwendung von E. coli DH5 ist die Induktion mit IPTG, wie fachmannisch 
25 bekannt, nicht notwendig. 



Die Mikroorganismen E. coli JM109, enthaltend mindestens zwei Plasmide mit Genen jeweils 
codierend fur eine Aldehydreduktase und fur eine Glucosedehydrogenase, pKAR und 
pKKGDH, wurden am 16.12.1997 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
30 Zellkulturen GmbH (DSMZ), D-38 1 24 Braunschweig," Mascheroderweg lb, unter der 
Bezeichnung DSMZ 1 1902 gemass Budapester Vertrag hinterlegt. 
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Der pH-Wert der Medien kann in einem Bereich von 5 bis 10, vorzugsweise von 6 bis 8, 
liegen. 

Zweckmassig wird die Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60 °C, vorzugsweise 
von 10 bis 40 °C, durchgefuhrt. 

5 

Nach einer Umsetzungszeit von wenigen Minuten bis 50 h, kann dann das gewiinschte 
Produkt in hoher Ausbeute und Enantiomerenreinheit (ee) isoliert werden. 

10 

Beispiel 1 

Anzucht der Mikroorganismen 

Zellen von E. coli JM109 pKARpKKGDH (DSMZ 1 1902) wurden in einem 20 1 Fermenter in 
15 12 1 Mineralsalzmedium (Tabelle 1) bei 22 °C angezuchtet. Nach 6 h wurde PTG 

hinzugegeben, urn die Zellen zu induzieren. Dann wurde Glycerin hinzugegeben und die 
Zellen bis zu einer optischen Dichte OD 650nm = 41,8 innerhalb 52 h angezuchtet. Dann wurden 
die Zellen bei -80 °C aufbewahrt 

20 Tabelle 1 



Hefeextrakt 


0,5 g/1 


Glycerin 


30 g/1 


MgCl 2 x 6 H 2 0 


0,8 g/1 


CaCl 2 


0,16 g/1 


(NH 4 ) 2 S0 4 


2,0 g/1 


SLF-L6sung 


1,0 ml/1 


Fe-EDTA-L6sung 


1,5 ml/1 


PPG-2000 


0,1 g/1 


Na 2 HP0 4 x 2H 2 0 


1,0 g/1 


KH 2 P0 4 


1,0 g/1 



mit einem ee 



-Wert von >99%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 67,8 %. 



b) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (100 mM, P H 6,0) enthaltend die Mikroorganismen 
gemass Beispiel 1 bei einer =D 650nm = 30,7 wurde 140 g Glucose und 0,56 g NADP + 
hinzugefugt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester wurde 
hinzugegeben und die resultierende Mischung in einen Fermenter entsprechend zu 
Beispiel 2 eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M Na 2 C0 3 auf pH 6,0 gehalten. 
Nach 25 h wurde nochmals 10 g 4,4,4-Trinuoracetoacetatethylester hinzugefugt. Nach 45 
h enthielt die organische Phase 49 g 4,4,4.TrifluorO(R)-hydroxybuttersaureethylester mit 
einem ee-Wert von > 99 %, entsprechend einer molaren Ausbeute von 60,6 %. 



Beispiel 3 

Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureisopropylester 

Zu 800 ml Mineralsalzmedium entsprechend zu Beispiel 1 enthaltend E. coli JM109 
pKARpKKGDH bei einer OD 650nm - 9,7 wurden 140 g Glucose und 0,56 g NADP + 
hinzugefugt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoressigsaureisopropylester wurde 
hinzugegeben und die resultierende Mischung in einem Fermenter entsprechend zu Beispiel 2 
eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M Na 2 C0 3 auf pH 6,0 gehalten. Nach 21 h 
enthielt die organische Phase 42,2 g (R)-4,4,4-Trifluor-3-hydroxybuttersaureisopropylester 
mit einem ee-Wert von >99 %, entsprechend einer molaren Ausbeute von 59,7%. 



Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man die Biotransformation 
mittels Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli JM109 (DSMZ 1 1902), 
Escherichia coli HB 101 oder Escherichia coli DH5, transformiert mit einem Gen, 
codierend fur ein Enzym, welches befahigt ist eine Carbonylfunktion zu reduzieren, 
durchfuhrt. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli JM109, 
Escherichia coli HB101 oder Escherichia coli DH5, transformiert mit Genen, codierend 
sowohl fur ein Enzym, welches befahigt ist eine Carbonylfunktion zu reduzieren als auch 
codierend fur eine Glucosedehydrogenase, durchfuhrt. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
man als Trifluoracetessigsaurederivat, Trifluoracetoacetessigsaureethyl- oder 
Trifluoracetessigsaureisopropylesterverwendet. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60 °C und bei einem pH von 5 
bis 10 durchgefuhrt. 



